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(54) Tide: RECOMBINANT ADENOVIRUSES WHICH EXPRESS AN11GENS OF THE TRANSMISSIBLE PORCINE GASTROEN- 
TERITIS VIRUS AND USE THEREOF JN THE FORMULATION OF VACCINES 

<54)Titulo: ADENOVIRUS RECOMBf NANTES QUE EXPRESAN ANTIGENOS DEL VIRUS DE LA GASTROENTERITIS 
PORCINA TRANSM1SIBLE (VGPT) Y SU EMPLEO EN LA FORMULACION DE VACUNAS 

(57) Abstract 

The recombinant adenoviruses contain in their genomes the sequence of the gene S of the transmissible porcine gastroenteritis virus 
or a sequence derived from said gene which contains, at least, one of the antigenic sites of the protein S of the transmissible porcine 
gastroenteritis virus. Said recombinant adenoviruses may be used in the formulation of vaccines in order to protect porcine cattle against 
thr infection by the tansmissiblc porcine gastroenteritis virus and against the disease caused by said virus. This invention applies to the 
veierinary science. 

(57) Rcsumen 

Los adenovirus recombinantes contienen en su genoma la secuencifl del gen S del virus de la gastroenteritis norcina rramrnisiblc 
(VGPT) Q una secuencia derivada dc dicho gen que conticne. al menos. uno de los sitios antigen Icos de la protema S del VGPT. Estos 
adenovirus recombinanies pueden utiltzarsc en la formulacion de vacunas para protcger al ganado porcino de la infeccidn per VGPT y 
centra la enfermedad causada por dicho virus. Esta invencion tiene interes en Veterinaria. 
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ADENOVIRUS RECOMB I NANTES QUE EXPRESAN ANT I GEN OS DEL, VIRUS DE 
LA GASTROENTERITIS PORCINA TRANSMISIBLE (VGPT) Y SU EMPLEO EN 
LA FORMULACI6N DE VACUNAS 

CAMPO DE LA INVENCI6N 

Esta invencion se refiere a unos adenovirus 
recombinantes que contienen en su genoma la secuencia del gen 
S del virus de la gastroenteritis porcina transmisible (VGPT) 
o secuencias derivadas de dicho gen. La invencion tambien se 
refiere a unas vacunas recombinantes capaces de proteger 
eficazmente de la infeccion causada por el VGPT que 
comprenden, al menos , uno de dichos adenovirus recombinantes. 

ANTECEDENTES DE LA INVENCION 

El virus de la gastroenteritis porcina transmisible 
(VGPT) pertenece a la farailia Coronavi ridae . Este virus 
infecta a los tejidos respiratorios y entericos de los 
cerdos , produciendo una grave enf ermedad en el tracto 
intestinal * La gastroenteritis porcina transmisible (GPT) se 
describio en primer lugar en los Estados Unidos en 1935 
[Smith, H.C., Vet. Med. 51 , 425 (1956)]. Los cerdos 
importados colaboraron en la diserainacion del virus a lo 
largo de todos los palses europeos . Desde entonces , se ha 
detectado la GPT en todos los continentes. Esta enf ermedad 
produce una severa perdida economica, provocando un 100% de 
mortalidad en los lechones de menos de 14 dlas. En los cerdos 
jovenes, de entre 2 y 8 semanas , la mortalidad no es tan alta 
aunque problemas relacionados con el retraso en el 
crecimiento de los animales infectados producen unas perdidas 
importantes. 

El VGPT tiene cuatro proteinas estructurales : la 
protelna S o formadora de espigas, la protelna N o 
nucleoprotelna, la protelna M o protelna de membrana, y la 
protelna sM o segunda protelna de membrana. La inducci6n de 
anticuerpos neutralizantes se produce principalmente por 
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medio de la glicoproteina S del VGPT [Garwes, D.J. et al . , 
Vet. Microbiol. 3, 179 (1978)], Se han definido cuatro sitios 
antigenicos, denominados C , B , D y A, en la proteina S desde 
el extremo amino al carboxilo, todos ellos localizados en la 
zona globular de la proteina [Correa et al., J. Gen. Virol. 
71, 271 (1990); Gebauer et al., Virology 183, 225 (1991)]. 
Los sitios A, D y B son los responsables de la induccion de 
anticuerpos neutralizantes [Delmas, B. et al . , J. Gen. Virol. 
67, 1405 (1986); Jimenez, G. et al. , J . Virol. 60, 131 
(1986); Sune, C, et al . , Virology 177, 559 (1990)]. 
Adicionalmente, el sitio A esta, aparenteiuente , implicado en 
la induccion de proteccion in vivo [de Diego, M. et al . , J. 
Virol. 66, 6502 (1992)], aunque se desconoce el papel exacto 
que desempenan los diferentes sitios antigenicos en la 
induccion de resistencia f rente al VGPT [Enjuanes, L. and Van 
der Zeijst, B.A.M. , 1995, en (S.G. Siddel ed.) "Coronavirus" , 
publicacion inminente ] - 

Las principales perdidas economicas producidas por el 
VGPT se deben a la elevada tasa de mortalidad de los lechones 
en los primeros dias de vida, ya que estos animales todavia 
no han desarrollado un sistema inmune completamente funcional 
que les proteja eficazmente contra la infeccion por VGPT, lo 
que hace necesaria la proteccion pasiva via la leche materna. 
Hasta la f echa , los numerosos intentos realizados para 
obtener una vacuna contra el VGPT no han producido una 
proteccion eficaz contra el VGPT en los lechones. Existen 
vacunas atenuadas contra el VGPT aunque su eficacia es 
cuestionable . La mayoria de dichas vacunas se ha obtenido 
mediante pases seriados sobre cultivos celulares, al objeto 
de que pierdan su patogenicidad, aunque con ello se ha puesto 
de inanifiesto que tambien pierden su inmunogenicidad. El 
equilibrio estaria en averiguar el numero de pases adecuado, 
lo cual no es facil. Por otra parte, el empleo de vacunas 
atenuadas no es recomendable ya que dichas vacunas pueden 
ayudar a diseminar la enfermedad correspondiente puesto que, 
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mediante los sucesivos pases, algunas cepas pueden revertir 
a la virulencia. Por tanto, para solucionar el problema 
existente relativo a la falta de unas vacunas eficaces y 
adecuadas contra el VGPT, esta invencion proporciona unas 
5 vacunas recombinantes que no requieren el nianejo del virus 
completo, sino solo una parte del roismo, con lo que el riesgo 
de una posible liberacidn accidental del virus o de que 
revierta su virulencia desaparece, lo que supone una ventaja 
considerable contra las vacunas atenuadas existentes. 

10 Los adenovirus forman un grupo viral que comprende mas 

de 100 serotipos diferentes, que se caracterizan por la 
produccion de infecciones ent^ricas y respiratorias en una 
gran variedad de especies animales, incluyendo el hombre. Los 
adenovirus humanos se han clasificado en seis sub-generos (A- 

15 F) , de los cuales el sub-genero C, que comprende los 
adenovirus 2 y 5, ha sido ainpliamente caracterizado. En los 
ultiinos afios, los adenovirus se han utilizado f recuentemente 
como vectores de expresi6n de proteinas heterdlogas en 
celulas de roamiferos y, recientemente , se ha propuesto su 

20 posible erapleo como vacunas recombinantes por via oral. Entre 
las razones que han conducido al estudio de los adenovirus 
como vacunas potenciales para la induccion de inmunidad 
secretoria estan su tropismo enterico o respiratorio y la 
posibilidad de utilizarlos para expresar genes heterologos 

25 con elevada eficacia. Estos virus se han estudiado como 
modelo para la replicacion, transcripcion y procesamiento del 
ARN mensajero, proporcionando una extensa fuente de 
conocimiento sobre su biologia. Este hecho, junto con la 
facilidad con la que se puede manipular su genoma (ADN de 

30 doble banda) mediante t^cnicas recombinantes sencillas y al 
elevado rendimiento obtenido en la produccion de virus in 
vitro, han motivado el estudio de este tipo de vacunas. 

Los adenovirus 4 y 7 se han utilizado en los Estados 
Unidos como vacunas frente a infecciones respiratorias 

35 agudas , aunque su administracion se ha limitado a personal 
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inilitar. Este tipo de vacunas ha demostrado ser altaroente 
segura y ef iciente, reduciendo alrededor de un 80% la 
incidencia de las infecciones respiratorias agudas 
relacionadas con los adenovirus. Asimismo, se han utilizado 
5 formas recorabinantes del adenovirus 5 (Ad5) que portan 
secuencias de glicoproteinas heterologas del virus del herpex 
simple (HSV), del virus de la estomatitis vesicular (VSV) o 
del virus de la rabia para inducir anticuerpos neutralizantes 
en especies tan variadas como raonos rhesus, ganado vacuno, 
10 perros , zorras, mofetas, mapaches , hamsters y r atones [Graham 
and Prevec, 1992, en (R.W. Ellis ed.) "Vaccines: New 
Approaches to Immunological Problems", p£gs . 363-385]. 

La construccion de los adenovirus recombinantes se basa 
en la insercion de los genes heterologos en el genoma viral. 
15 A menudo esto requiere la deleccion de regiones del genoma 
que no son esenciales para su inf ectividad . Se ha podido 
demostrar que el virion de los adenovirus tiene la capacidad 
de encerrar dentro de la capsida hasta un 105% de la longitud 
del ADN genomic© del virus parental, lo que perraite 
20 introducir insertos de hasta 2 kilobases (kb) en el caso de 
Ad5, sin necesidad de realizar delecciones compensatorias (el 
tamano total del genoma de Ad5 es de 36 kb) [Bett, A.J. et 
al., J. Virol- 67, 5911 (1993)]. Mediante la introduccion de 
delecciones en la region temprana 3 (E3), se pueden construir 
25 vectores recombinantes con insertos mayores . Se ha podido 
comprobar que la region E3 no es esencial para la replicacion 
viral en celulas normalmente permisivas. Se han generado 
vectores que contienen delecciones de 1,88 kb (pFG144K3) y 
2,69 kb (pAB14) en la region E3 , que permitieron clonar genes 
3 0 heter61ogos de hasta 3,9 y 4,7 kb, respect ivamente [Bett, 
A.J. et al., J. Virol. 67, 5911 (1993)]. 

Ante la falta de una proteccion eficaz contra el VGPT en 
los lechones, la presente invencion proporciona unos 
adenovirus recombinantes que expresan antigenos del VGPT que 
35 pueden ser utilizados en la forraulaci6n de vacunas contra el 
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VGPT, No se conocen adenovirus recombinantes que contengan la 
secuencia total o parcial del gen que codifica para la 
proteina S (gen S) del genoma del VGPT. 

Por tanto, un primer objeto de esta invencion lo 
5 constituyen unos adenovirus recombinantes que contienen en su 
genoma la secuencia del gen S del VGPT o secuencias derivadas 
de dicho gen. Preferentemente, dichas secuencias contienen, 
al menos, uno de los sitios antig^nicos de dicha proteina S, 
Las proteinas recombinantes del VGPT expresadas por dichos 
0 adenovirus recombinantes tambien constituyen un objeto 
adicional de esta invencion, 

otro objeto de esta invencidn lo constituyen unas 
vacunas recombinantes capaces de proteger eficazmente de la 
infeccion causada por el VGPT que comprenden una cantidad 
efectiva de, al menos, uno de los adenovirus recombinantes 
arriba mencionados junto con un excipiente f armaceuticaraente 
aceptable. Dicha vacuna contra el VGPT es capaz de proteger 
a los lechones mediante la induccidn de una inmunidad 
lactog^nica. 

Otros objetos adicionales de esta invencion lo 
constituyen un m^todo para inmunizar cerdos contra VGPT que 
comprende la administracion de, al menos, uno de los 
adenovirus recombinantes antes citados, asi como un m^todo 
para la proteccion de lechones contra VGPT y la enfermedad 
causada por dicho virus, que comprende la administracion de, 
al menos, uno de los adenovirus recombinantes antes citados 
a cerdas antes de o durante el periodo de gestacidn* 

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS 

La Figura 1 muestra los pldsmidos utilizados en la 
construcci6n de los adenovirus recombinantes Ad-TS 
proporcionados por esta invenci6n. En esta figura, "urn" 
significa las unidades de mapa en el mapa de^AdS^ El~ y E3~ 
hacen referenda a la delecci6n en los genes correspondientes 
(El y E3 ) ; y A indica una delecci6n cuyo tamano se indica 
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raediante el numero que se escribe a su lado. 

La Figura 2 muestra la estrategia seguida para el 
clonaje del gen S del VGPT en Ad5 . En esta figura, "An" 
indica las senales de poliadenilacion ; "E.R." ; endonucleasa 
5 de restriccion; "Pr" , promotor; M TS", referido a secuencias 
derivadas del gen S del VGPT; "urn", unidades de mapa en el 
raapa de ( h&b ) &E3 , una deleccibn en el gen E3 . 

La Figura 3 es una representation de los fragmentos del 
gen S del VGPT clonados en Ad5 . En esta figura, los numeros 
10 escritos en el interior de las barras indican los nucleotidos 
de los extremos 5' y 3' de los fragmentos del gen S clonados 
en (Ads); "An", f, Pr M y "TS" tienen el mismo significado que en 
la Figura 2. 

La Figura 4 muestra los resultados de la induccion de 
15 anticuerpos contra el VGPT en hamsters inoculados con los 
recombinantes Ad-TS . El tltulo en RIA se defini6 como la 
inversa del logaritmo decimal de la mayor dilucion que da una 
uni6n tres veces superior al control negativo. El indice de 
neutralizacidn se def inio como el cociente entre el numero de 
20 unidades formadoras de placa (ufp) en presencia de suero 
preinmune y el numero de ufp en presencia de suero inmune. 
Las flechas indican los dlas en que los animales fueron 
inoculados . 

La Figura 5 muestra los resultados de la induccidn de 
25 anticuerpos contra el VGPT en el suero y en la leche de 
hamsters inmunizados con los recombinantes Ad-TS durante la 
lactancia. El titulo en RIA y el Indice de neutralizacidn se 
definieron como en la Figura 4. 

La Figura 6 muestra los resultados de la induccion de 
30 anticuerpos contra el VGPT en cerdos inoculados con los 
recombinantes Ad-TS. El tltulo en RIA y el indice de 
neutralizaci6n se definieron como en la Figura 4. Las flechas 
indican los dias en que los animales fueron inoculados. 

La Figura 7 muestra los resultados de protecci6n in vivo 
3 5 contra el VGPT con antisueros de cerdo inducidos con los 
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recombinantes Ad-TS , 



DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCl6N 

La construccion de los adt»:iovirus recombinantes 
5 conteniendo secuencias derivadas del gen S del VGPT, en 
adelante recombinantes Ad-TS, que contienen, al raenos, uno de 
los sitios antigenicos (A, B, C, D) de la proteina s del 
VGPT, pref erentemente 2, mas pref erentemente 3, y todavia mas 
preferentemente, los 4 sitios antigenicos defini&os, se 

10 muestra en las Figuras 1 a 3 y se explica de forma detallada 
en el Ejemplo 1 donde se describe la obtencion de cuatro 
recombinantes Ad5-VGPT que contienen las secuencias del gen 
S de VGPT desde el nucleotide -8 ( considerando la A del codon 
de iniciacidn ATG como el nuclebtido 1) al 1135 (Ad-TS-8), al 

15 1587 (Ad-TS-5), al 3329 (Ad-TS-9) y al 4470 (Ad-TS-06) 
(Figura 3 ) . 

Para determinar la expresion de antxgenos de la proteina 
s del VGPT en c^lulas de cerdo en cultivo infectadas con los 
recombinantes Ad-TS obtenidos se efectuaron ensayos de 

20 inraunof luorescencia, inmunoprecipitacion e inmunodeteccion en 
papel de nitrocelulosa despues de electrof oresis (Ejemplo 2). 
Estos ensayos permitieron caracterizar antig^nicamente los 
productos de expresion de los recombinantes obtenidos y 
conocer si dicbos recombinantes expresaban correctaraente los 

25 sitios antigenicos contenidos en ellos. Los productos de 
expresion de dichos adenovirus recombinantes, o proteinas 
recombinantes del VGPT, comprenden la secuencia total o 
parcial de la proteina S del VGPT, y pueden tener, al menos, 
uno de los sitios antigenicos de la proteina S del VGPT, 

30 pref erentemente 2, mds pref erentemente 3, y todavia mas 
pref erentemente , los 4 sitios antigenicos definidos de la 
proteina S definidos. La expresi6n de estas proteinas 
recombinantes puede confirraarse en c^lulas 293 [ATCC CRL 
1573 ] o en c£lulas de testiculo de cerdo (ST). Estas 

3 5 proteinas recombinantes del VGPT son reconocidas por los 
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anticuerpos monoclonales dirigidos contra los sitios 
antig^nicos que contienen. 

A continuacion se estudio la respuesta inmune sistemica 
inducida por los diferentes recombinantes Ad-TS obtenidos en 
5 hdrasters (Ejemplo 3), Para ello se inmunizaron hamsters con 
dicho recombinantes Ad-TS, El tltulo de anticuerpos anti-VGPT 
contenidos en las rouestras de suero recogidas se determino 
por un radioinmunoensayo (RIA) asi como por la capacidad para 
neutralizar la infectividad del VGPT in vitro, Los resultados 

10 obtenidos (Figura 4) ponen de inanifiesto que, tras la segunda 
inmunizacion todos los recombinantes habian inducido 
antisueros con titulos en RIA superiores a 3.000 y con unas 
relaciones de neutralizaci6n de entre 1 y 2,5. 

La respuesta inmune lactogenica se estudio en hembras 

15 inmunizadas con los recombinantes Ad-TS apareadas con machos 
que no eran inmunes. La presencia de anticuerpos especificos 
anti-VGPT en la leche y en el suero de las hembras 
araamantadoras se determino por RIA y por neutralizacion. Los 
resultados demostraron (Figura 5) que los recombinantes 

20 estudiados inducxan anticuerpos frente al VGPT en la leche y 
en el suero que ademas neutral izaban al VGPT in vitro. 

La capacidad de los recombinantes Ad-TS para inducir una 
respuesta inmune en cerdos se describe en el Ejemplo 4. Para 
ello se inmunizaron cerdos de 4 semanas con los recombinantes 

25 Ad-TS obtenidos. El tltulo de anticuerpos anti-VGPT en las 
muestras de suero de los animales inmuni2ados se determino 
por un RIA , asi como por la capacidad para neutralizar la 
infectividad del VGPT in vitro. Los resultados obtenidos 
(Figura 6) , ponen de manifiesto que despu£s de la tercera 

30 inmunizacidn , todos los recombinantes Ad-TS habian inducido 
antisueros con titulos en RIA superiores a 10.000 y con unas 
relaciones de neutralizacion de entre 1 y 6. 

Para estudiar la capacidad protectora in vivo contra el 
VGPT de los antisueros inducidos en cerdos por los 

3 5 recombinantes Ad-TS (Ejemplo 5), se incubaron alicuotas de 
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una cepa de VGPT virulenta con cada uno de los antisueros 
inducidos por dichos recombinantes Ad— TS . La mezcla 
resultante se administro a unos cerdos de 2 dias, altamente 
susceptibles al VGPT y progenie de madres seronegativas al 

5 VGPT. El titulo del virus en distintos tejidos se determine 
los dias 1 y 2 post infeccidn y el dia de su f allecimiento . 
Los resultados (Figura 7) muestran que los animales tratados 
con sueros inducidos por los recombinantes que contenian los 
cuatro sitios antigenicos de la proteina S estaban 

0 completamente protegidos contra la infeccion por VGPT. 

En el Ejemplo 6 se describe un ensayo para comprobar el 
tropismo de recombinantes basados en Ad5 que puso de 
raanifiesto que dichos recombinantes son vectores ideales para 
inducir inmunidad lactogenica en cerdos debido a que su 

5 tropismo facilita la presentacion de antigenos recombinantes 
en tejidos linf oepiteliales asociados con el tracto 
gastrointestinal (GALT) o con el tracto respiratorio (BALT) . 

Para evaluar el posible empleo de los recombinantes Ad- 
TS obtenidos con fines vacunales, se estudiaron los posibles 

0 efectos patologicos producidos por la infeccion con dichos 
recombinantes (Ejemplo 7), El estudio histopatologico 
realizado en tejidos de cerdos que hablan sido infectados con 
dichos recombinantes puso de raanifiesto que todos los 
animales infectados desarrollaron una patologia pulmonar 

5 ligera aunque a lo largo de todo el experimento ninguno de 
los animales inoculados con los diferentes recombinantes Ad- 
TS manifesto ningun tipo de signo clinico o perdida de 
apetito. Adicionalmente , no se detectaron alteraciones 
patol6gicas signif icativas a nivel macrosebpico o 

0 roicrosc6pico cuando se sacrificaron los animales. Estos datos 
confirman que los recombinantes basados en adenovirus que 
contienen la secuencia del gen S del VGPT o secuencias 
derivadas de la raisma, constituyen una vacuna eficaz para la 
induccion de inmunidad lactogenica contra GPT . 

5 Las nuevas vacunas recombinantes capaces de proteger 
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eficazmente al ganado porcino de la infeccion causada por el 
VGPT, proporcionadas por esta invencion, comprenden, como 
antigeno, al menos un adenovirus recombinante que contiene la 
secuencia del gen S del VGPT o una secuencia derivada de la 
5 misraa, junto con, opcionalmente , un excipiente aceptable 
farmac6uticamente . 

En general, estas vacunas pueden contener una cantidad 
de antigeno capaz de introducir en el animal a inmunizar un 
titulo de adenovirus recombinante de, al menos, 10 9 ufp, 
10 pref erentemente comprendido entre 10° y 10 10 ufp. 

Como excipiente puede utilizarse un diluyente tal como 
suero salino fisiol6gico o suero salino fisiol6gico con 10% 
J de glicerol u otras soluciones salinas similares. Asimismo, 
estas vacunas pueden contener tambien un adyuvante de los 
15 habitualmente utilizados en la formulacion de vacunas, tanto 
acuoso, tal como hidr6xido de aluminio, suspensiones de geles 
de alumina y similares, como oleosos , a base de aceites 
minerales, gliceridos y derivados de acido graso. 

Estas vacunas recombinantes pueden prepararse 
20 suspendiendo los adenovirus recombinantes en el excipiente 
f armac£uticamente aceptable. Si dichos adenovirus estuvieran 
en forma liofilizada, se podrian resuspender en dicho 
excipiente . 

Adicionalmente, esta invencion proporciona vacunas 
25 multivalentes capaces de prevenir la enfermedad provocada por 
el VGPT y otras infecciones. Estas vacunas comprenden, aderoas 
de un adenovirus recombinante que contiene la secuencia del 
gen S del VGPT o una secuencia derivada de la misma, un 
antigeno capaz de inducir una proteccion contra un virus u 
3 0 otro agente pat6geno del ganado porcino, y un excipiente 
aceptable f arroac6uticamente. Dichos virus o agentes patdgenos 
se seleccionan, pref erentemente , entre aquellos que entran en 
el animal via mucosas o se replican en 6stas , por ejemplo, 
rotavirus, el virus de la diarrea epid^mica porcina (VDEP o 
35 PEDV), el virus causante del sindrome respiratorio y 
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reproductive porcino (PRRS), Clostridium sp. , Serpulina 
hydiosenteriae , Pseudorabies (agente causal de la enferraedad 
de Aujeszky) , Mycoplasma hyopneumoni ae , Escherichia coli, y 
el agente etiologico de la rinitis atrofica y de la ileitis 
prolif erativa. Estas vacunas multivalentes pueden elaborarse 
insertando los genes que codifican para los antlgenos 
correspondientes en el mismo adenovirus recombinante que 
contiene la secuencia del gen S del VGPT o una secuencia 
derivada de la raisina, o bien construyendo recombinantes 
independientes que posteriormente se mezclarian para su co- 
inoculacidn. 

Alternativamente , la vacuna recombinante proporcionada 
por esta invencion se puede utilizar en combinacion con otras 
vacunas convencionales , ya sea formando parte de las mismas 
o bien como diluyente o fraccion liofilizada para diluirse 
con otras vacunas ya sean convencionales o recombinantes. 

Las vacunas proporcionadas por esta invenci6n pueden 
adrainistrarse al animal por via oral, nasal o intra- 
peritoneal, prefer en temente, por via oronasal . 

El adenovirus recombinante puede presentarse bien en 
forma de solucion o suspension con un excipiente adecuado o 
bien en forma liofilizada, reconstituy^ndose en este caso el 
producto final con un diluyente, adyuvante o cualquier otro 
tipo de vacuna acuosa u oleosa que se aplique al animal. 

Adicionalmente , la invencion proporciona un ra^todo para 
la inmunizacion de cerdos contra VGPT que consiste en la 
administraci6n oral, nasal o intraperitoneal, o formas 
combinadas de estas vias, a dichos cerdos, bien de un 
adenovirus recombinante que contiene en su genoma la 
secuencia del gen S del VGPT o una secuencia derivada de 
dicho gen o bien de una vacuna contra VGPT que incluye una 
cantidad inmunol6gicamente eficaz de un adenovirus 
recombinante que contiene en su genoma la secuencia del gen 
S del VGPT o una secuencia derivada de dicho gen y un 
excipiente f arraac^uticamente aceptable . 
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Ademas, la invencion proporciona un metodo para proteger 
lechones contra VGPT y la enfermedad causada por dicho virus, 
que consiste en la administraci6n oral, nasal o intra- 
peritoneal, o formas combinadas de estas vlas, a cerdas antes 
5 de o durante el periodo de gestacion, bien de un adenovirus 
recombinante que contiene en su genoina la secuencia del gen 
S del VGPT o una secuencia derivada de dicho gen, o bien de 
una vacuna contra VGPT que incluye una cantidad 
inmunoldgicamente eficaz de un adenovirus recombinante que 
10 contiene en su genoina la secuencia del gen S del VGPT o una 
secuencia derivada de dicho gen y un excipiente aceptable 
f armaceuticamente . 

EJEMPLOS 

15 Los siguientes ejemplos sirven para ilustrar la 

invencion . 

Ejemplo 1 

Construc cion de los rennmhinantes Ad— TS 

20 El sistema utilizadb para el clonaje de los genes 

heter61ogos en adenovirus se basa en el einpleo de dos 
plasmidos que contienen, respectivainente , las mitades 
izquierda y derecha del genoma de Ad5 . El gen o los genes 
heter61ogos a clonar en el adenovirus se introducen 

25 nonnalmente en el pldsmido que lleva la parte genoraica de la 
derecha, en donde se encuentra la delecci6n de E3. Cuando 
ambos pl&smidos se co-transf ectan en c^lulas eucaridticas , se 
pueden recombinar, dando lugar al genoma completo de un 
adenovirus infectivo que lleva el gen o genes heter61ogos. La 

30 estructura gen6tica de los tres plasmidos (pFG144K3 f pAB14 y 
pFG173), clave para la construccidn de los adenovirus 
recombinantes, ya ha sido descrita previamente [Bett, A.J, et 
al., J. Virol. 67, 5911 (1993); Mittal , S.K. , et al., Virus 
Res. 28, 67 (1993)] y se resume en la Figura 1. El pl^smido 

35 pFG144K3, que tiene 14,72 kb, deriva del pFG144 [Ghosh- 
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Choudhury, G., et al . , Gene 50, 161 (1986)]. Dicho plasmido 
pFG144K3 contiene las secuencias del lado izquierdo del 
genoma de Ad5, que incluye las unidades de inapa (um) desde 0 
hasta 16,1, con una deleccion en la regi6n El de 3,47 kb 
(unidades de inapa 1 a 10,6), y las secuencias del lado 
derecho del genoma, que abarcan las unidades de mapa 70 a 
100, con una delecci6n en la region E3 de 1,88 kb (unidades 
de mapa 79,6 a 84,8), Esta ultima deleccion deja un unico 
sitio Xba I, que se utiliza para el clonaje de los genes 
heterologos. El plasmido pAB14 tambien contiene secuencias 
del lado izquierdo del genoma de Ad5 pero, a diferencia del 
pFG144K3, la delecci6n en la regi6n E3 es de 2,69 kb 
(unidades de mapa 78,3 a 85,8). El plasmido pFG173 contiene 
la mitad izquierda funcional del Ad5. Este plasmido tiene una 
deleccidn en la region L4-E3 de 3,2 kb, localizada 
exactamente entre las unidades de mapa 75,9 y 84,9 del genoma 
de Ad5, que elimina la infectividad del plasmido y, por si 
mismo, no es capaz de generar adenovirus infectivos. 

La estrategia seguida para producir los adenovirus 
recombinantes que contienen los fragmentos del gen S del VGPT 
se rauestra en la Figura 2. Como puede apreciarse, el gen S se 
clono en un plasmido Bluescript (Stratagene) o pYA, tal como 
se ha descrito previamente [Gebauer et al . , Virology 183, 225 
(1991)]. El ADN de los pldsmidos se prepard utilizando el 
metodo de lisis alcalina [Birnboin, H.C y Doly, J., Nucleic 
Acids Research 7, 1513, (1979)], y se purified y centrifugd 
en un gradiente de densidad de cloruro de cesio. En algunos 
casos, las secuencias del gen S se flanquearon por el 
promotor (Pr) del SV4 0 y por secuencias de poliadenilacion 
(An), tal como se recoge en la Figura 3. En estos casos, los 
fragmentos del gen s se subclonaron primero en los pl^sraidos 
PSV2X3 o pSV2X4 [Prevec, L. , et al . , J. Inf. Dis. 161, 227 
(1990)] y posteriormente se retiraron las secuencias 
flanqueantes del promotor de SV40 y de poliadenilacidn 
utilizando las enzimas de restriccidn que se recogen en la 
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Tabla 1 

Clonaie de fraonentos del ?gn S en AdS 



Rppnnhinante 



Sitios de escision en 
p1 psmirift ordinal 



Plassido internedio/ 

sitios de clonajp 



Sitios de escision del 
plasnido intPrm>Hin 



Ad-TS-2 Bluescript/XJ30l 

10 Ad-TS-8 Bluescript/Xbol 

Ad-TS-01 Bluescript/Apal/tfijidlll 

Ad-TS-07 Bluescript/HiiicII 

Ad-TS-5 Bluescript/Apal/HiJidlir 

Ad-TS-02 Bluescript/Apal/tfi-ndlll 

15 Ad-TS-05 pYk/Smal/Hindlll 

Ad-TS-6 Bluescript/Apal/tfindlll 

Ad-TS-9 pU/Smal/Hi ndlll 

Ad-TS-06 pU/Smal/Aspl 



pSV2X3/XhoI 
pSV2X3/XhoI 
VSmifStulf Hi ndlll 

pSV2X4/StuI/Hi73dIII 
pSnU/StuI/ Hi ndlll 

pSVlMfStuI/Hindlll 



Xbal 

Stul/Xbal 
Xbal 

Xbal 
Xbal 

Xbal 



20 A continuacidn , los fragmentos del gen S, flanqueados o 

no por las secuencias del promoter de SV40 y de 
poliadenilacidn, se clonaron en el unico sitio Xba I presente 
en la region E3 parcialmente deleccionada de los plasmidos 
pFG144K3 o pAB14. Los plasmidos resultantes, denominados 

25 pFG144K-TS o pAB-TS , no son capaces de generar Ad5 infectives 
por si mismos, pero, tras co-transf eccion en celulas 293 con 
el pl£smido pFG173, que contiene la mitad 5' funcional del 
Ad5 , son capaces de generar Ad5 infectivos que portan la 
secuencia del gen S clonada (veanse las Figuras 1 y 2). La 

30 co-transf eccion se realizo mediante el metodo de 
precipitacion con fosfato calcico [Graham, F - Y van ^ er EB ' 
A. , J. Virology 52, 456 (1973)]. Al cabo de 8 a 15 dias post 
co-transf eccion , se aislaron las placas y se crecieron, y a 
continuacion, el ADN viral se analizo con Hind III. Los virus 

3 5 que presentaban el patr6n esperado se plaquearon y se 
purificaron tres veces. Finalmente , se verified la estructura 




WO 97/20036 



PCT/ES 96/00 185 



15 



10 



15 



20 



25 



30 



primaria, secuenciando las zonas de union de las 
construcciones. De esta manera, se obtuvieron cuatro 
recombinantes Ad5-VGPT que contenian las secuencias del gen 
S de VGPT desde el nucleotido -8 (considerando la A del codon 
de iniciacion ATG como el nucleotido 1) al 1135 (Ad-TS-8), 
1587 (Ad-TS-5), 3329 (Ad-TS-9) y 4470 (Ad-TS-06). Estos 
recoinbinantes codifican para fragmentos de 378 , 529, 1109 y 
1490 aminoacidos (vease la Figura 3). 



FxpeT-imentos de expresion de proteinas S del VGPT en c^lulas 
de cerd o en cultivo infectadas con log recombinantes Ad-TS 

Se han realizado tres tipos de experimentos para 
determinar la expresi6n de antlgenos de la proteina S del 
VGPT , concretamente : 

a. Iranunof luorescencia . Se utilizaron anticuerpos 
raonoclonales de rat<5n, especlficos para los distintos sitios 
antig6nicos (A, B, C D) de la proteina S para detectar los 
productos de expresi6n en c61ulas en cultivo infectadas con 
los recombinantes Ad-TS. El marcaje se realizd con 
anticuerpos anti-Ig de ratdn marcados con isotiocianato de 
fluoresceina (FITC). El metodo utilizado fue el descrito por 
Sanz et al., [J. Virol. 54, 199 (1985)]. 

b. Inmunoprecipitaci6n . Las proteinas , marcadas 
metabdlicaraente con "S-metionina/cisteina (Amersham Iberica, 
C6digo n° SJQ0079), procedentes de c^lulas infectadas con los 
recombinantes Ad-TS, se inmunoprecipitaron con suero porcino 
anti-VGPT y Sepharosa-protelna A. El inmunoprecipitado se 
resuspendi6 en un tampdn de electrof oresis que contenia 2,5% 
de dodecilsulf ato s6dico (SDS) y 5% de 2-mercaptoetanol 
[Laemmli, U.K., Nature, 227, 680, (1970)] y a continuaci6n se 
analizaron mediante electrof oresis en gel de poliacrilamida 
y autorradiograf ia . El m6todo utilizado fue el descrito por 
Sanz et al., [J. Virol. 54, 199 (1985)], 

c. IruBunodetecci6n en papel de nitrocelulosa despu^s de 




WO 97/20036 PCT/ES96/00 1 85 

16 

la electrof oresis . Los extractos proteicos de celulas 
procedentes de c61ulas infectadas con los recombinantes Ad-TS 
se separaron por medio de electrof oresis en gel de 
poliacrilamida , e inmediataiuente se transf irieron a un papel 
5 de nitrocelulosa. Los antigenos de la proteina s se 
detectaron con anticuerpos monoclonales de raton especificos 
para los diferent.es sitios antig£nicos (A, B, C, D) de la 
proteina S, un segundo anticuerpo de cone jo anti-Ig de raton 
y x2S l-proteina A. El metodo utilizado fue el descrito por 

10 correa et al . , [J. Gen. Virol. 71, 271 (1990)]. 

Estos experimentos permitieron la caracterizacion 
antigenica de los productos de expresion de los 
recombinantes. En primer lugar, la presencia de antigenos de 
la proteina S se confirm6 en celulas 293 o en celulas de 

15 testiculo de cerdo (ST) [McClurkin, A.W. , y Norman, J.O. , 
Can, J. Comp. Vet. Sci. 30, 190 (1966)] infectadas con uno 
cualquiera de los cuatro recombinantes Ad-TS. La locali2acion 
de estos antigenos en las celulas infectadas era 
citoplasmatica , predominantemente . En los recombinantes Ad- 

20 TS-8 , Ad-TS-9 y Ad-TS-06 , los productos de expresi6n fueron 
reconocidos por los anticuerpos monoclonales dirigidos contra 
los sitios antigenicos de la proteina S contenidos por el 
inserto en su secuencia, pero no fueron reconocidos por 
aquellos anticuerpos monoclonales dirigidos contra los sitios 

25 que no estaban presentes. Este hecho indica que estos 
recombinantes expresan correctamente los sitios antigenicos 
contenidos en ellos. Sin embargo, el producto de expresi6n 
del recombinante Ad-TS-5 no fue reconocido por los 
anticuerpos monoclonales especificos del sitio D, aunque este 

30 sitio est£ contenido en la secuencia del inserto, lo que 
sugerla un plegamiento incorrecto de la proteina en esa 
regi6n. El peso molecular aparente de los productos de 
expresi6n de los cuatro recombinantes [68, 86, 135 y 200 
kilodaltons (kDa) respect ivamente ] era ra^s alto que el que se 

3 5 esperaba teniendo en cuenta unicaraente el numero de 
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aminoacidos, lo que sugeria que estos productos estaban 
altamente glicosilados , de forma similar a lo que ocurre 
durante la sintesis de proteina S en la infeccion con VGPT. 
En los recombinantes con insertos relativamente pequenos 
5 (1135, 1587 y 3329 nucleotidos respectivamente ) los niveles 
de expresion (>3 /jg/10 e celulas) eran mas altos que en el 
recombinante con el inserto mas largo (4470 nucleotidos) , que 
contenia el gen S complete (<1 /xg/10 6 celulas). 

10 Ejemplo 3 

Tnmunoqrenicidad de los rpnnTnhinantfis Ad-TS en ham^t^r^ 
En primer lugar se estudio la respuesta inmune sistemica 
inducida por los diferentes recombinantes Ad-TS en hamsters. 
Por ese motivo, se inmunizaron hamsters de 8 semanas con 1,6 

15 x 10^ unidades formadoras de placas (ufp) de los 
recombinantes Ad-TS distribuidos por tres vlas: oral (4xlO e 
ufp), nasal (2 x 10 s ufp) e intraperitoneal (1 x 10° ufp) . Los 
animales fueron inoculados los dlas 0, 32, 60 y 90, y se 
recogieron muestras de suero los dias 0, 32, 47, 87, 105 y 

2 0 115. En las muestras de suero, el titulo de anticuerpos anti- 
VGPT se determine por un radioinmunoensayo (RIA) [siguiendo 
el metodo previamente descrito por Jimenez, G. et al., J. 
Virol. 60, 131 (1986)], asi como por la capacidad para 
neutralizar la infectividad del VGPT in vitro [de acuerdo con 

25 el metodo descrito por Correa, I., et al., Virus Res. 10, 77 
(1988)]. El titulo en RIA se define como la inversa de la 
dilucion mas alta de suero que tiene un valor mas alto que el 
de un suero control negativo; mientras que la relacion de 
neutralizacion (IN) se define como el logaritmo decimal 

30 (log xo ) del cociente entre ufp despues de la incubacidn en 
ausencia y en presencia del suero indicado. Los titulos en 
RIA y las relaciones de neutralizacion de los antisueros 
inducidos por los cuatro recombinantes Ad-TS se representan 
en base al periodo de tiempo transcurrido desde la primera 

35 inmunizaci6n (Figura 4). Como puede apreciarse, tras la 
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segunda inmunizaci6n todos los recombinantes habian inducido 
antisueros con titulos en RIA superiores a 3.000 y con unas 
relaciones de neutralizacion de entre 1 y 2,5. 
Al objeto de estudiar la respuesta inmune lactogenica , 
5 las hembras, inraunizadas tres veces con los recombinantes Ad- 
TS, se aparearon con machos que no eran inmunes . Unos 10 dias 
antes del parto , la hembras fueron re-inoculadas con otra 
dosis del recombinante Ad-TS correspondiente. Entre 2 4 y 48 
horas despues del parto, se administraron a las hembras 

10 amamantadoras 10 unidades internacionales (UI) de oxitocina 
y 1 hora mas tarde, se recogio la leche aplicando vacio con 
una jeringa. La presencia de anticuerpos especificos anti- 
VGPT en la leche y en el suero de las hembras amamantadoras 
se determino, como en el caso anterior, por RIA y por 

15 neutralizacion. Los resultados demostraron (Figura 5) que los 
recombinantes estudiados (Ad-TS-8, Ad-TS-9 y Ad-TS-06) 
induclan anticuerpos frente al VGPT en la leche con titulos 
que oscilaban entre 2 x 10 3 y 3 x 10 3 , mientras que en el 
suero los titulos oscilaban entre 5 x 10 3 y 1,5 x 10 4 . 

20 Adicionalmente , estos anticuerpos neutralizaban al VGPT in 
vitro con una relacion de neutralizacion de aproximadamente 
1 en la leche y entre 2 y 4 en el suero. Los animales 
inmunizados con Ad5 desprovisto de inserto (siguiendo el 
mismo protocolo de inmunizacion que para los recombinantes 

25 Ad-TS) no indujeron ningun tipo de respuesta anti-VGPT. 

Ejemplo 4 

Tnmunoy^nicida d de los recombinantes Ad-TS P.Ti cerdQS 
A continuacion , se realiz6 un estudio sobre la capacidad 
3 0 de los recombinantes Ad-TS para inducir una respuesta inmune 
en cerdos. Por ese motivo, se inmunizaron cerdos de 4 semanas 
con 4 x 10 9 ufp de los recombinantes Ad-TS distribuidos por 
tres vlas: oral (1 x 10* ufp), nasal (1 x 10° ufp) e 
intraperitoneal (2 x 10 9 ufp). Los animales fueron inoculados 
35 los dias 0, 28 y 56 y se recogieron rouestras de suero los 
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dias 0, 28, 42, 56 y 70. En las muestras de suero, el titulo 
de anticuerpos anti-VGPT se determine por un RIA [siguiendo 
el m^todo previamente descrito por Jimenez, G. et al . , J. 
Virol. 60, 131 (1986)], as! comer -por la capacidad para 
neutralizar la infectividad del VGPT in vitro [de acuerdo con 
el m^todo descrito por Correa, I., et al., Virus Res. 10, 77 
(1988)]. Los tltulos en RIA y las relaciones de 
neutralizaci6n de los antisueros inducidos por los cuatro 
recombinantes Ad— TS se han representado en base al periodo de 
tiempo transcurrido desde la primera inmunizacidn (Figura 6). 
Como puede apreciarse, tras la tercera inmunizacidn, todos 
los recombinantes habian inducido antisueros con tltulos en 
RIA superiores a 10.000 y con unas relaciones de 
neutralizacion de entre 1 y 6 . Es interesante observar que 
todos los recombinantes eran mds inmunogenicos en cerdos que 
en hamsters, que los tltulos de anticuerpo en RIA eran mds 
altos y, adicionalmente , que estos anticuerpos eran mas 
neutralizantes . 

Ejemplo 5 

Protecci6n in vivo contra el VGPT con gueros dp rprrin<; 
inducidos nor los recomhi nant fis Ad— TS 

Para estudiar la capacidad protectora in vivo contra el 
VGPT de los antisueros inducidos en cerdos por los 
recombinantes Ad-TS, se incubaron alicuotas de 10* 7 ufp de una 
cepa de VGPT virulenta (PUR-46-SW11-ST2 ) a 37 °C durante 60 
minutos con 3 ml de cada uno de los antisueros inducidos por 
los cuatro recombinantes. Una vez que el periodo de 
incubaci6n habia transcurrido, la mezcla se administrd con 
una boguilla intragdstrica en cerdos de 2 dlas, altamente 
susceptibles al VGPT y progenie de madres seronegativas al 
VGPT. Los animales inoculados se alimentaron tres veces al 
dia con leche para lactantes (Nidina 1, Nestl6) suplementada 
con 3 ml del antisuero correspondiente . Los animales control 
se trataron de forma similar, pero utilizando un suero 
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inducido por Ad5 desprovisto de inserto. El titulo del virus 
en los extractos de yeyuno-ileo, ganglios niesentericos, 
pulm6n, y ganglios mediastinicos , se determine los dlas 1 y 
2 post infecci6n y el dia del f alleciraiento (los aniroales que 
5 no rourieron se sacrificaron el dia 5 post infeccion). Para la 
determinacibn del titulo de virus en los tejidos, las 
muestras de dichos tejidos se homogeneizaron en suero salino 
frio (1:1, v:v) con un horaogeneizador OMNI 2000 (Omni 
International) y el titulo de virus infective se determine 

10 mediante plaqueo en c61ulas 293 [Bett et al . , J. Virol ♦ 67, 
5911 (1993)]- Los resultados (Figura 7) muestran que los 
aniroales tratados con sueros inducidos por los recombinantes 
que contenian los cuatro sitios antigenicos de la proteina S 
(Ad-TS-9 y Ad-TS-06) estaban completamente protegidos contra 

15 la infecci6n por VGPT. Los titulos de los virus en los grupos 
tratados con estos dos antisueros eran muy bajos (<10 2 ufp/g 
de tejido) en todos los tejidos. Adem£s, no se observo en 
estos grupos ni raortalidad ni ningun tipo de signos clinicos. 
Sin embargo, los antisueros inducidos con los recombinantes 

20 Ad-TS-5 y con Ad-TS-8 protegian tan solo parcialmente . Los 
titulos de virus infectivo en todos los tejidos (10 1 - 10 3 
ufp/g en el grupo tratado con el antisuero de Ad-TS-5 y 10 = - 
10 4 * ufp/g en el grupo tratado con el antisuero de Ad-TS-8) 
eran mas bajos que en el grupo tratado con el suero control 

25 inducido por Ad5 desprovisto de inserto. En estos dos grupos, 
se observ6 enteritis y muerte mas tarde que en el grupo 
control; y al final, el indice de mortalidad fue del 100%. 
Estos resultados implican que el sitio A de la proteina S del 
VGPT u otros sitios no contenidos en estos recombinantes son 

3 0 necesarios para la inducci6n de protecci6n total contra el 
VGPT. Asimismo, los resultados tambi6n muestran que, en 
ausencia de este sitio antig^nico, los fragmentos de la 
proteina S que incluyen los sitios C+B o C+B+D s61o inducen 
anticuerpos que protegen parcialmente contra el VGPT. 



35 
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Ejemplo 6 



Tronismo en cerdos de los recombi nantes bas ados en Ad5 
La inraunidad lactogenica es especialmente eficiente 
cuando la presentacion de los antigenos se realiza en tejidos 
5 linf oepiteliales especializados asociados con el tracto 
gastrointestinal (GAL.T) o con el tracto respiratorio (BALT). 
Uno de los objetivos f undamentales de esta invencion es el de 
inducir una respuesta inraune lactogenica contra el VGPT 
utilizando recombinantes Ad-TS. Por tanto, la eficacia de 

10 esta invencibn depende de la capacidad de estos recombinantes 
para infectar y expresar antigenos de VGPT en los tejidos 
previaraente mencionados (GALT y/o BALT). Para estudiar el 
tropismo de Ad5 en cerdos, se ha utilizado un Ad5 
recombinante que contenia la regi6n E3 del gen de la 

15 luciferasa (Ad-luc) que habia sido construido y caracterizado 
previaraente [Mittal, S.K., et al., Virus Res. 28, 67 (1993)]. 
Este recombinante se construy6 utilizando el mismo sistema 
que para la obtencion de los recombinantes Ad-TS, tal como se 
menciona en esta descripci6n. El producto del gen heterologo 

20 clonado en este recombinante (luciferasa) es f^cilmente 
detectable por medio de una reacci6n enzimdtica sencilla y 
sensible, en presencia de su sustrato, luciferina. Todo esto 
convierte al recombinante en una herramienta util, no sdlo 
para la determinacibn de los tejidos que infecta sino tambi^n 

25 para estimar los niveles de antigeno expresados en cada uno 
de los tejidos. 

Para realizar este estudio, cerdos de 4 semanas fueron 
inoculados con diferentes dosis (1x10 s - 1x10 10 uf p/animal ) de 
Ad-luc por diferentes vias (oronasal, intraperitoneal, 

30 ent^rica e intravenosa) , dejando que la infeccion progresara 
durante varios dias (1 - 7). Transcurrido ese tiempo, los 
aniraales fueron sacrificados y se recogieron muestras de 
distintos tejidos. Estos tejidos se homogeneizaron tal como 
se ha mencionado previamente, en suero salino frio (1:1, v:v) 

35 con un homogeneizador OMNI 2000 (Omni International) y se 
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determino el titulo del virus infectivo mediante plaqueo en 
celulas 293; la actividad de la luciferasa se determino 
siguiendo el metodo previaraente descrito [Mittal, S.K. , et 
al., Virus Res. 28, 67 (1993)]. Simultaneamente , se 
5 recogieron muestras para estudiar el tropismo a nivel de 
tejidos y celulas mediante tecnicas inmunohistoquiraicas 
utilizando un anticuerpo monoclonal que reconoce una protelna 
del Ad5, concretamente, el anticuerpo monoclonal H2-19 que 
reconoce especl f icaroente una protelna de 72 kDa del 
10 adenovirus [Branton et al . , Cell Biol. 63, 941 (1985)]. Los 
resultados obtenidos en este estudio ponen de manifiesto: 

a) que los recombinantes basados en Ad5 infectan 
principalmente a los pulmones , ganglios mediastinicos , 
intestine, y ganglios mesentericos de los cerdos , expresando 

15 en estos tejidos los productos codificados por las secuencias 
heterblogas contenidas en ellos; 

b) que la infeccion con estos recombinantes implica la 
producci6n de virus infectivo en pulmones, ganglios 
mediastinicos y ganglios mesentericos, pero no en el 

20 intestine, lo que sugiere que la infeccion en este ultimo 
organo es abortiva ; 

c) que el tropismo en cerdos de estos recombinantes 
depende de la via de inoculacidn: tropismo respiratorio 
cuando la inoculaci6n es oronasal , pero tropismo intestinal 

25 cuando la inoculaci6n es intraperitoneal; 

d) que, despues de la inoculaci6n, la expresi6n de los 
productos codificados por las secuencias heterdlogas 
contenidas en ellos alcanza su pico entre los dlas 1 y 2 post 
infecci6n, en todos los tejidos, disminuyendo rdpidamente 

30 hasta unos valores muy bajos o nulos alrededor del dia 7 post 
inf eccibn. 

Este tropismo facilita la presentaci6n de antlgenos 
recombinantes en tejidos linf oepiteliales asociados con el 
tracto gastrointestinal (GALT) o con el tracto respiratorio 
35 (BALT) convirtiendo a los recombinantes basados en Ad5 en 
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vectores ideales para la induccion de inmunidad lactogenica 
en cerdos. 



5 Estudio SQbre la posible patolocna nrodunida cm np rdng pnr 
los recombinante s basados pn Ads 

El empleo de recombinantes Ad-TS como vacuna requiere 
conocer los posibles efectos patologicos producidos por la 
infeccibn con estos vectores. Para ello, se realizo un 
10 detallado estudio histopatologico en tejidos de cerdos que 
habian sido infectados con estos recombinantes. Para la 
realizacion de este estudio, cerdos de 4 semanas fueron 
inoculados con diferentes dosis (lxlO e - 1x10 xo ufp/animal) de 
los recombinantes Ad-TS , simultdneamente por via oronasal e 
15 intraperitoneal, dejando que la infeccion progresara durante 
varios dias (1 - 10). Transcurrido este tiempo, los animales 
fueron sacrificados y se recogieron muestras de distintos 
tejidos para el estudio histopatologico, Todos los animales 
infectados con los recombinantes Ad-TS desarrollaron una 
20 patologla pulmonar ligera, mientras que en otros organos , la 
patologla era inexistente o escasamente presente, es decir, 
congestion esple§nica e hiperplasia folicular linfoide en 
ganglios mesent^ricos y mediastinicos . La magnitud de las 
alteraciones patol6gicas observada en pulmones estaba en 
25 relacion directa con la dosis, pero tales alteraciones eran 
cuantitativamente similares en todas las dosis analizadas. Se 
observd neumonia lobular, de localizacidn caracterlstica en 
los 16bulos superior y medio, pref erentemente en el pulm6n 
derecho. Despu^s de 24 horas post infecci6n, se observe 
30 abundante infiltracibn inf lamatoria , especialmente de c^lulas 
raononucleares a nivel intersticial , con un espesamiento de 
las paredes alveolares y una congestidn vascular tambien de 
distribucidn focal. A nivel bronquial, las alteraciones 
histopato!6gicas eran poco signif icativas , con algunos 
35 linfocitos en la Idmina propia del epitelio bronquial. 
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Tambien se observaron macrdfagos alveolares muy grandes , con 
niicleo bizarro de forma irregular, que contenian, en algunos 
casos, inclusiones basbfilas intranucleares. Mas 
esporadicamente, se observaron celulas de aspecto similar a 
5 nivel intersticial ♦ No se detectaron areas de edema , necrosis 
o hemorragia. A los 4-5 dias post: infeccion habia una 
neumonia en fase de resolucion y la magnitud de las 
alteraciones histopatoldgicas comenz6 a disminuir 
rapidamente. A los 7-10 dias post infeccion, la neumonia 

10 habia desaparecido y no se detectaron alteraciones 
histopatologicas de ningun tipo. 

Otro resultado relevante con respecto a la ligera 
patologia producida en cerdos por los vectores basados en Ad5 
era el hecho de que a lo largo de todo el experimento (10 

15 semanas) ninguno de los mas de 50 animales inoculados tres 
veces con 4 x 10* ufp de los diferentes recombinantes Ad-TS 
(vease el Ejemplo 4) manifest6 ningun tipo de signo cllnico 
o p^rdida de apetito. Adicionalmente , cuando estos animales 
se sacrificaron (10 semanas despues de la primera 

20 inoculacion) , en ninguno de ellos se detectaron alteraciones 
patol6gicas signif icativas a nivel macroscopico o 
microscopico . 

Por consiguiente , teniendo en cuenta todo lo que se ha 
mencionado previamente, se puede concluir afirmando que los 

2 5 recombinantes basados en adenovirus que contienen la 

secuencia del gen S del VGPT o secuencias derivadas de la 
misma, constituyen una vacuna eficaz para la induccion de 
inmunidad lactog^nica contra la gastroenteritis porcina 
transmisible . Teniendo en cuenta los resultados de protecci6n 

3 0 in vivo, el recombinante Ad-TS-9 es el que se puede utilizar, 

pref erentemente , en la formulacion de la vacuna objeto de 
esta invencidn. Este recombinante proporciona niveles de 
proteccion similares a los del recombinante Ad-TS-06 , pero es 
m&s estable y se replica mejor in vitro ya que tiene un 
3 5 inserto m^s pequeno. 
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Ejemplo 8 



Preparacion de una vacuna contra VGPT forma 1 iof i I i zaria 
Se infectan celulas 293 cuando estan al 80% de 
confluencia con un adenovirus recombinante que contiene la 
5 secuencia del gen S del VGPT [Ad-TS-9], en un MOI 
(multiplicity order infectivity, razon de multiplicidad de la 
infectividad) de L A las 72-96 horas post-infeccion, el 80- 
90% de las c61ulas estan redondeadas y son ref ringentes • Se 
recoge el cultivo celular y el sobrenadante se somete a dos 
10 ciclos de congelacion y descongelacibn y se centrifuga a 
2,000g durante 10 minutos al objeto de eliminar los detritus 
celulares. El sobrenadante se mezcla con un medio de 
liof ilizacion y se liofiliza el producto de forma que por 
dosis vacunal haya entre 10 s y 10 10 ufp/aniraal. 



DEPOSITO DE MICROORGANISMOS 

Uno de los adenovirus recombinantes obtenidos , 
concretamente el denominado Ad-TS-9, ha sido depositado en la 
European Collection of Animal Cell Cultures (ECACC), en 
20 Porton Down, Salisbury, Whiltshire SP4 OJG (Reino Unido), el 
29 de Noviembre de 1995, correspondiendole el nuraero de 
acceso V95112928. 



15 
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REIVINDI CAC I ON ES 

1. Un adenovirus recombinante caracterizado porque 
contiene en su genoma la secuencia del gen S del virus de la 

5 gastroenteritis porcina transmisible (VGPT) o una secuencia 
derivada de dicho gen. 

2. Un adenovirus recombinante segun la reivindicacion 1, 
que comprende una secuencia derivada del gen S de VGPT que 

10 contiene, al menos , un sitio antigenic© de la proteina S del 
VGPT. 

3. Un adenovirus recombinante segun la reivindicacion 1, 
que comprende una secuencia derivada del gen S de VGPT que 

15 contiene dos sitios antigenicos de la proteina S del VGPT. 

4. Un adenovirus recombinante segun la reivindicacion 1, 
que comprende una secuencia derivada del gen S de VGPT que 
contiene tres sitios antigenicos de la proteina S del VGPT. 

20 

5. Un adenovirus recombinante segun la reivindicacion 1, 
que comprende una secuencia derivada del gen S de VGPT que 
contiene cuatro sitios antigenicos de la proteina S del VGPT. 

25 6. Un adenovirus recombinante segun la reivindicacion 1, 

que comprende una secuencia derivada del gen S de VGPT que se 
selecciona del grupo formado por: 

a) la secuencia del gen S de VPGT desde el nucledtido -8 
hasta el 1135; 

3 0 b) la secuencia del gen S de VPGT desde el nucle6tido -8 

hasta el 1587; 

c) la secuencia del gen S de VPGT desde el nucle6tido -8 
hasta el 3329; y 

d) la secuencia del gen S de VPGT desde el nucle6tido -8 

35 hasta el 4470, 
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en todos los casos considerando la A del codon de iniciaci6n 
ATG como el nucleotide* 1. 

7. Una vacuna para proteger a-L ganado porcino de la 
infeccibn por el virus de la gastroenteritis porcina 
transmisible (VGPT) y contra la enfermedad causada por dicho 
virus que comprende una cantidad adecuada de un adenovirus 
recombinante segun las reivindicaciones 1 a 6 y un excipiente 
f arraaceuticaroente aceptable . 

8. Empleo de un adenovirus recombinante que contiene en 
su genoma la secuencia del gen S del virus de la 
gastroenteritis porcina transmisible (VGPT) o una secuencia 
derivada de dicho gen, segun las reivindicaciones 1 a 6, en 
la elaboraci6n de una vacuna para proteger al ganado porcino 
de la infeccidn por el VGPT y contra la enfermedad causada 
por dicho virus. 

9. Una proteina recombinante del virus de la 
gastroenteritis porcina transmisible (VGPT) que comprende la 
secuencia total o parcial de la proteina S del VGPT. 

10. Proteina recombinante segun la reivindicaci6n 9, que 
comprende una secuencia de la proteina S del VGPT que 
contiene, al menos , un sitio antigenico de dicha proteina S. 

11. Proteina recombinante segun la reivindicacibn 9, que 
comprende una secuencia de la proteina S del VGPT que 
contiene dos sitios antigenicos de dicha proteina S. 

12. Proteina recombinante segun la reivindicaci6n 9, que 
comprende una secuencia de la proteina S del VGPT que 
contiene tres sitios antigenicos de dicha proteina S. 

13. Proteina recombinante segun la reivindicaci6n 9, que 
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10 



15 



20 



25 



30 



comprende una secuencia de la proteina S del VGPT que 
contiene cuatro sitios antigenicos de dicha proteina S. 

14* Una proteina recombinante del virus de la 
gastroenteritis porcina transmisible (VGPT) que contiene la 
secuencia total o parcial de la proteina S del VGPT 
caracterizada porque es obtenible por expresion de un 
adenovirus recombinante segun las reivindicaciones 1 a 6. 

15. Una vacuna inultivalente capaz de prevenir la 
enfermedad provocada por el virus de la gastroenteritis 
porcina transmisible (VGPT) y otras infecciones porcinas, que 
comprende, ademas de un adenovirus recombinante que contiene 
la secuencia del gen S del VGPT o una secuencia derivada de 
la misina, segtfn las reivindicaciones 1 a 6, un antigeno capaz 
de inducir una proteccion contra un virus u otro agente 
pat6geno del ganado porcino, y un excipiente aceptable 
f armaceuticaroente * 

16. Una vacuna inultivalente segun la reivindicacion 15, 
que comprende un adenovirus recombinante que contiene la 
secuencia del gen S del VGPT o una secuencia derivada de la 
misraa junto con la secuencia de los genes que codifican para 
los antigenos correspondientes. 

17. Una vacuna inultivalente segun la reivindicacibn 16, 
en la que dichos antigenos corresponden a virus o agentes 
pat6genos seleccionados del grupo formado por aqu611os que 
entran en el animal via mucosas o se replican en 6stas. 

18. Una vacuna multivalente segun la reivindicacion 17, 
en la que dichos virus o agentes pat6genos se seleccionan del 
grupo formado por rotavirus, el virus de la diarrea epid6mica 
porcina (VDEP) , el virus causante del sindrome respiratorio 
y reproductive porcino (PRRS) y Serpulina hydiosenteri ae . 
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